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                目的
 ミッ ドカイン (midkine:MK) は 1988 年に見いだされたヘパリ ン結合性蛋白で, 新しい神経
 栄養因子の一つ と考え られている。 胎生期の脳には発現 しているが成熟脳にはほとん ど見 られず
 その生理的機能についてはよくわかっていない。 前脳虚血というひとつの病態下での MK の発
 現変化を調べることによって, 脳における MK の役割について検討することが本研究の目的で
 あ る。
                方法
 動物:Pulsinelli と Brierley の方法でウィスターラット (オス, 320-380g) の 20 分前脳虚血
 モデルを作成した。 すなわち両側椎骨動脈を電気凝固 した翌日, 両側総頸動脈を 20 分結紮 し,
 再灌流後3時間から7日目の脳を摘出した。
 RNA プローブ:マウス MKcDNA 全長をプラスミ ドに挿入 し, T3 およびT7 RNAポリメラー
 ゼで転写 して, センスおよびア ンチセンスプローブを作製した。 [α タP] 一CTP で標識 したプロー
 ブはノーザンブロッティ ングに, digoxigenin-11-UTP で標識 したプローブは ぬ sε惚 ハイ ブリ ダ
 イ ゼーションに用いた。
 ノーザンブロッティ ング:海馬 CAl 領域の凍結脳から全 RNA を抽出 し, 電気泳動 した後ナ
 イロン膜に転写・固定 し, プローブ溶液でハイブリダイズした。 FUJI BAS2000 を用いて検出・
 定量 した。
 `π sl諏 ハイ ブリ ダイ ゼーション:厚さ 12 μm の凍結切片を4%パラホルムアルデヒ ドーPBS
 溶液で固定 し, プローブ溶液でハイ ブリダイズした後洗浄 し, 酵素抗体法で検出した。
 免疫組織染色:上記と同 じ凍結切片とアフィニティ精製抗マウス MK ポリクローナル抗体 (1:
 200) を用い, ABC 法を施行した。 次に, 抗MK 抗体と抗 GFAP 抗体を用いて, 免疫二重染色
 を施行 した。
                結果
 1) ノーザンブロッティ ング
 海馬 CA1 領域では, コントロールでも MKmRNA が発現 していた。 再潅流後2日目まで発現
 はいったん低下するが, 4日目には著明な上昇を示 し, 7日目にはもとのレベルに戻った。
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 2) 彪 s`施 ハイブリダイ ゼーション
 正常脳では海馬および大脳皮質のニューロンと脈絡叢に MKmRNA が発現 していた。 虚血後,
 遅発性神経細胞死の起きる CA1 領域では, MK 陽性の錘体細胞は減少しその染色性も低下する
 が, 4日目, CA1 錘体細胞層の周辺に, MK に対して強い染色性を示す細胞が散在していた。
 3) 免疫組織染色
 抗 MK 抗体陽性細胞の分布は, MKmRNA の分布と同様であった。 陽性細胞の数は4日目よ
 り7日目の方が多かった。 抗 MK 抗体と抗 GFAP 抗体の二重染色では, 虚血後4日目, MK 陽
 性細胞のほとん どが抗 GFAP 抗体に対 して陽性を示す反応性アス トロサイ トであった。
                考察
 1. 本研究では, 既報告で MK がほとんど発現していないとされてきた正常脳でも, 海馬・大
 脳皮質のニューロ ンおよび脈絡叢に MKmRNA およ び蛋白が発現 していることを確認した。
 MK は分泌蛋白であることから, これまでの免疫組織学的方法だけでは, 検出が困難だったもの
 と思われる。
 2. 病態下の脳における MKの存在については, 局所脳虚血モデル (中大脳動脈閉塞モデル)
 とアルツハイマー病患者の脳での報告がある。 いずれも免疫組織染色のみのデータであ る。 本研
 究では一過性前脳虚血モデルを用い, mRNA のレベルでも MK の発現を確認した。 さらに, 虚
 血後 MK を発現 している細胞を反応性アス トロサイ トと同定した。
 3. 同じモデルの海馬において, NGF や BDNF は遅発性神経細胞死の起きる前にニューロンで
 上昇するのに対 し, MK は遅発性神経細胞死の起きた後反応性アストロサイ トで上昇する。 MK
 のこの発現パターンは, MK と同じファミリーに属するヘパリン結合性成長関連因子 (HB-
 GAM) のものと類似 していた。 MK は神経細胞死が起きた後の組織の再生および修復に何らか
 の役割を果た していると考え られた。
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 審査結果の要旨
 ミッ ドカイン (midkine:MK) は 1988 年に見いだされたヘパリン結合性蛋白で, 新しい神経
 栄養因子のひとつであ る。 胎生期の脳には発現 しているが成熟脳ではほとん ど見 られないことが
 これまで報告されてお り, その生理的機能についてはよくわかっていな い。
 本班究では, 病態脳における MK の発現変化を調べることによって, 脳における MK の役割
 について検討 している。
 方法としては, 既に確立されたモデルであるラット前脳虚血 (20 分) モデルを用い, 虚血前
 から虚血・再灌流後7日目までの脳を対象とした。 このモデルでは, 2日目以降に海馬 CA1 の
 錘体細胞の遅発性神経細胞死が起きることが知られている。 まずノーザンブロッティ ングで虚血
 にともなう MKmRNA 発現の変化を観察 し, 次に 加 s`施 ハイ ブリダイゼーションで
 MKmRNAの分布様式を調べている。 また, 免疫組織染色で蛋白レベルの分布も調べ, 二重染
 色を用いて MK 産生細胞の同定をはかっている。
 結果として, 1) 正常脳でも海馬・大脳皮質のニューロンと脈絡叢に MKmRNA が発現して
 いた。 海馬以外の領域では, 虚血前後で大きな変化は認められなかった。 2) 海馬 CA1 領域で
 は, 虚血後いったん MKmRNA の発現量は低下するが, その後4日目をピークとする上昇がみ
 とめられた。 3) 虚血後の発現誘導は主に, 脱落した CA1 錘体細胞周辺に認められた。 二重染
 色により, これらの細胞は抗 GFAP 抗体陽性の反応性アス トロサイ トであることがわかった。
 4) MK 蛋白の分布は mRNA の分布と矛盾しなかった。
 本研究では, ノーザンブロッティ ング, `η 就μ ハイ ブリ ダイ ゼーショ ンな ど併用することで,
 既報告では免疫組織学的に MK がほとん ど発現していないとされてきた正常脳でも,
 MKmRNA および蛋白の発現があることを明確にした。 また単に虚血後 MK の up-regulation
 が起きるというだけでなく, その cell localization も明らかにしている。 さらに, 同じ動物モデ
 ルで他の神経栄養因子と MK の動きを比較 した考察の中では, それぞれが固有の分布と経時的
 変化のパターンを有 し, 脳虚血の修復過程の中での役割が決 して均一ではないことを示唆 してい
 る。
 これ らの成果は, これまでの脳損傷と神経栄養因子の研究において新しい知見を加えたもので
 あり, 学位授与に値するものと審査した。
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